CRTH2 plays an essential role in the pathophysiology of Cry j 1 -induced pollinosis in mice by Nomiya, Rie et al.
85
は じ め に
　花粉症は世界的に頻度の高い疾患であり，日本人の
10～20％はスギ花粉症に罹患している1)．その病理の
解明にアレルギー性鼻炎マウスモデルが役立ってきた
が，これまでのモデルはアジュバントの使用を要する
ものであり2ﾝ6)，花粉症の病態生理学的機序のさらなる
解明のためには自然な抗原投与によるマウスモデルが
必要である．
　プロスタグランジンD2はアレルギー性呼吸器疾患
において重要な役割を果たし 7 ﾝ 12)，DP受容体と
CRTH2受容体を経て作用する13)．DPと CRTH2は発
現パターンとシグナル伝達経路が異なることから，ア
レルギー応答で異なった役割を持つことが示唆され
る13,14)．CRTH2は好酸性の気道炎症に関与することか
ら，生体内でアレルギー性炎症誘発性の役割を演ずる
ことが示唆されている13,15,16)．
　この研究において，我々は花粉症の新しいマウスモ
デルを確立し，また，それを用いて花粉症における
CRTH2の病態生理学的役割を検討した．
材料および方法
１. 対象と抗原
　マウスは７～11週齢メスのBALB/c で，野生型と
CRTH2遺伝子欠損マウス（以下CRTH2ﾝ/ﾝ）を用い
た．感作抗原はスギ花粉の抽出物から得られたCry j 1
を使用した．
２. マウスの感作
　マウスはアジュバントを用いずCry j 1を局所感作
した．低用量感作は，１㎍のCry j 1を１週間おきに
３回点鼻投与し，３週目より0.2㎍のCry j 1を７日間
連続点鼻投与した．高用量感作では，同様に５㎍を３
回，１㎍を７回点鼻投与した．対照として，同様のタ
イミングで PBS を点鼻投与した（図１）．
　最終投与の直後10分間のくしゃみと鼻かきの回数を
測定した．
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３. ラマトロバン治療
　ラマトロバン（CRTH2 /トロンボキサン二重拮抗
剤）は５％のメチルセルロースに溶解し，第１回目の
感作の前日から最終投与日まで毎日30㎎/㎏を経口投
与した．コントロールには，５％のメチルセルロース
を経口投与した．
４. 抗体価測定
　最終投与から16時間後，末梢血を採取しCry j 1特
異的 IgE，IgG1，IgG2a 抗体価をそれぞれELISAにて
測定した17)．
５. 顎下部リンパ節細胞培養とサイトカイン測定
　最終投与終了後，顎下部リンパ節より細胞を分離し
Cry j 1刺激下にて72時間培養し，培養上清中の ILﾝ4，
ILﾝ5，IFNﾝγをそれぞれELISAにて測定した．
６. 組織学的検討
　最終投与終了後，マウスの鼻部を摘出，冠状切片に
HE染色あるいは Luna 染色を施した．鼻中隔の後端に
おける好酸球浸潤を１視野あたりの数で検討した17)．
７. 鼻粘膜のリアルタイム定量的PCR
　最終投与終了後，鼻中隔粘膜を摘出し，CRTH2，IL
ﾝ4，ILﾝ5，ILﾝ13，IFNﾝγ，ILﾝ1β，ILﾝ6，TNFﾝα，
RANTES，エオタキシンそれぞれのmRNA発現量を
測定した．
８. 統計分析
　統計的有意性はMann-Whitney U test によって測
定された．
結 果
１. Cry j 1感作マウスにおける鼻症状の誘導および
Th2型免疫応答の発現
　Cry j 1を点鼻投与したマウスモデルにおいて，対照
と比較し，くしゃみ回数は低用量・高用量Cry j 1投
与両群において有意に増加していた．鼻かき回数は高
用量投与群において有意に増加していた．最終投与後
の血清中Cry j 1特異的 IgE および IgG1は低用量・
高用量Cry j 1投与群いずれにおいても有意に増加し
ていた（図２）．鼻粘膜への好酸球および単核細胞の著
明な浸潤が，低用量・高用量Cry j 1点鼻群いずれに
おいても認められた．顎下部リンパ節細胞の ILﾝ4，IL
ﾝ5産生は使用された抗原量に比例して増加していた．
IFNﾝγ産生は有意な増加は認めなかった（図３）．
２. Cry j 1感作マウス鼻粘膜中のCRTH2 mRNA
発現
　対照群における鼻粘膜中のCRTH2 mRNA発現は
低レベルであった．Cry j 1感作群においてCRTH2 
mRNA発現量は有意に上昇していた（図４）．
３. Cry j 1感作CRTH2ﾝ/ﾝマウスにおける花粉症病
態の低下
　高用量のCry j 1点鼻投与したCRTH2ﾝ/ﾝにおい
て，野生型マウスと比較して，くしゃみ回数・鼻かき
回数は有意に少なく，血清中Cry j 1特異的 IgE およ
び IgG1産生は有意に低下（図５），鼻粘膜好酸球浸潤
は有意に減少していた．CRTH2ﾝ/ﾝにおいて顎下部リ
ンパ節細胞の ILﾝ4産生は有意に少なく，また，ILﾝ5
の軽度減少と IFNﾝγの軽度増加を認めたが有意差は
認めなかった（図６）．鼻粘膜中の ILﾝ4および ILﾝ5の
mRNA発現量はCRTH2ﾝ/ﾝにおいて有意に低く，一
方で，好酸球走化性ケモカイン（RANTES，エオタキ
シン）や炎症誘発性のサイトカイン（ILﾝ1β，ILﾝ6，
TNFﾝα）のmRNA発現量には差がなかった．
４. Cry j 1によって誘発された花粉症に関するラマ
トロバンの効果
　ラマトロバンによる治療はコントロールと比較し
て，くしゃみ回数，Cry j 1特異的 IgG1産生，顎下部
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リンパ節細胞の ILﾝ4産生を有意に抑制した（図７）．
考 察
　マウスへのCry j 1点鼻投与によってくしゃみ・鼻
かきといった症状，Cry j 1特異的 IgE および IgG1の
産生，鼻粘膜中好酸球浸潤，顎下部リンパ節細胞によ
るCry j 1刺激下での ILﾝ4および ILﾝ5産生増加が誘
発され，作製したスギ花粉症モデルが有用であること
を確認した．
　このマウスモデルにおいて，鼻粘膜中のCRTH2 
mRNAの発現量の増加を認めた．これは，アレルギー
性鼻炎患者の鼻粘膜中CRTH2 mRNA発現量が多か
ったという報告に一致する9）．これらの結果は，CRTH2
の発現がヒトおよびマウスでアレルギー性鼻炎の病因
に関連していることを示唆する．
　CRTH2ﾝ/ﾝにおいてアレルギー性鼻炎の病態が明ら
かに損なわれていた．CRTH2ﾝ/ﾝにおける好酸球浸潤
の低下は，CRTH2が局所における好酸球浸潤を媒介
することを示唆する．CRTH2は好酸球の形状変化や
走化性を導くと言われており，我々の結果はこれに一
致する13,15,18)．CRTH2ﾝ/ﾝにおいて鼻粘膜中の ILﾝ4お
よびILﾝ5のmRNA発現量が有意に低かった一方で好
酸球走化性ケモカインや炎症誘発性のサイトカインの
mRNA発現量には差がなかったという今回の結果は，
CRTH2ﾝ/ﾝにおける鼻粘膜中好酸球浸潤の増加が ILﾝ
5と関連し好酸球走化性ケモカインには関連していな
いことを示唆する．さらに，CRTH2によって媒介さ
れる経路が炎症誘発性サイトカインの局所産生を制御
することなく病状を誘導することを示唆する．
　 マウス花粉症モデルでのCRTH2の役割：野宮理恵，他３名 　
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　 マウス花粉症モデルでのCRTH2の役割：野宮理恵，他３名 　
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結 論
　我々はスギ花粉症のマウスモデルを確立した．さら
に，CRTH2がマウスにおける花粉症病態において重
要な役割を果たすことが明らかとなった．
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